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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
土壌中の微生物 は,多様 な種類がどんな土壌でも見出されるといったように,遍在
性 を示す ことが土壌微 生物の分布の特徴 といってもよい。そういった状況のなかで,
植物根の周辺の土壌では,微生物の種類組成や数は,根 から遠い部分の土壌 に比べて
異なるこ とが,多 くの研究者 によって報告 されている。すなわち,一 般的には根周 辺
の土壌で は種類組成が偏 り,全微生物 量が多いとされている。そのために,"根 圏土
壌微生物"と いった概念が提出されている(}丑hner,1904)。そして,これ らの点を明 ら
かにするために"根圏微生物の研究"の 題目の下にこれまで多 くの研究がなされて き
た。 しか し,全体的な種類組成や,そ れぞれの量的特徴 について,い まだに明 らか で
ない状況 にあるといえ る。その要因は,対 象 とする植物の生育 と密接 な関係 にある と
思われる特定の微生物 を扱 うとか,植 物生育のある時期 に限ってその組成を検:討す る
といったように,研究の内容が比較的せまい範囲に限 られていたことによるといえ よ
う。さらに,それ と同時に土壌か ら分離される細菌の分類 ・同定の困難さが指摘で き
る。
そこで,本 研究では根圏微生物の内容 をより広範 に扱い,そ れらの内容を植物の生
育 と関連付 けることを 目的とした。そのために,対象 の植物 として小麦を使い,そ の
生育が燐酸欠乏のために左右 されるとされている火山灰土壌 に異 なる量 の燐 酸を加
え,小 麦の生育を制御 した。そ して,水 中分画法 によって細菌 を分離 し,播種から約
2か月半にわた り細菌 フロラを追跡 した。
以下,第2章 では,生 育状況の異なる小麦根面 における細菌群の時期的変動を,種
々の培地 を用いて比較検討 した。さらに,各種細菌群 の変化 と小麦の生育との関連性
の有無を検討 した。第3章 では,分離 した約300株の細菌を群別 して,さ らに,それ ら
細菌群のDNA塩基組成 を比較検討 して,細 菌フロラと小 麦生育 との関係 を調べた。ま
た,第4章 では,細菌同定に慣用されているい くつか の技法に従って,グ ラム陰性細
菌株 を中心に同定を行ない,種 段 階での小麦根面 の細菌 フロラを明 らかに した。 ま
た,こ の同定の結果に基づいて,慣用 されている技法 を分類 に用いる場合のいくつか
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の問題点を指摘 した。
第2章 小麦根面の細菌群の時期的変動および細菌群 と小麦生育 との関係
植物根圏の微生物数は,植物の生育 に関連 して変動することが指摘されている。 ま
た,その変動の内容は微生物の種類に よって異なることが考えられる。そこで,研 究
の第一段 階として,異 なる生育状況にある小麦根面の細菌群の時期 的変動 を種々の培





区(KU)を設定 し,小麦を栽培 した。そして,播 種か ら約2か 月半の期間 に4回根面の
各種細菌群の計数を行 なった。全細菌数 と蛍光性P5縦bmoηa噛数および燐酸溶解菌数
は寒天平板法で,Cellulose分解菌 およびNH、・酸化菌数はMPN法でそれぞれ計測 した。
これと平行 して小麦の生育状況 も調査 した。
火山灰土壌に過燐酸石灰を順次増や して施用す ると,た とえば68日目の各10個体の
生重(g)はK:AOで9.7,KA2で12.0,KIA10で24.0であ り,施用量に比例 して小麦の生育が
よくなることがわか った(Table1)。しかし,こ れらの区間における各種細菌群 の経時
的変化 には特 に差異は認められず,ま た小麦の生育の良否と細菌数 との間に明確な関
係はなかった。一方,非 火山灰土壌 と火山灰土壌のそれぞれの細菌数 を比べると,前
者の菌 数は後者 の菌数を常 に上廻っていた。 ただ,Cenulose分解菌 数は逆 に前者 より
後者で多かった(Fig.1)。また,同 一区での各種細 菌数の変動は非根圏 と根面で きわめ
て類似 していた。 これ らの結果は,根 面の細菌 は小麦 の生育の差異 よりも土壌の性 質
のちがいの影響を,よ り強 くうけることを示 している。
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2-2各 種細菌群の変化 と小麦の生育の関連性
火山灰 土壌では過燐酸石灰の施用量 に対応 して小麦 の生育がよくなることがみとめ
られた。 そこで,こ の土壌での小麦の生育 と各種細菌 数の関係の有無を検討するため
に,各 区の枠を外 した小 麦の生育 と各種細菌数 の相関性 を求めた(Fig.2)。その結果,
小麦の生育 との 間に,燐 酸溶解菌数 とCe逝ulose分解菌 数は正の相関がみ とめられた。
一方,蛍光性Pgeロめmoηa繭数は負の相関が,ま た,全細菌数およびNH・酸 化細菌数に
ついては とくに相関がみ とめられなっかた。それぞれの区の各種細 菌数の時期的変動
からは小 麦の生育との関連性については明確ではなか ったが,こ の ように小麦の隼育
量と関連付けることでそれらの相関関係 を明らかにす ることができた。そ して,細 菌
の種類に よって生育との関連性 にちがいのあることが示 された。その原因の一つ とし




第2章 では小麦の生育に伴 う根面細 菌数の変動を検 討 した。しか し,植物の生育 と
根圏微生物 との関係 は量的だけでなく,質 的にも考慮 されなければならない。そ こ
で,細菌 フロラと小麦の生育 との関係 を調べるため,生 育の異 なる小麦根面から細菌
を分離 して,群別 した。さ らに,そ れぞれの細菌群 について,各菌株のDNA塩基組成
を参考に して群別 したグループと小麦 の生育のちがい によるそれらグループの分布 に
ついて検討 した。
3-1分 離 した菌 株の グルー ピング
生育の異 なる小麦根 面から各サ ンプリング時期に,
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アルブミン培地を用い細菌の分
離 を行 ない,全 体 で269菌株 を分離 した。 すなわ ち,火 山灰土壌 で小 麦の生育 が一番劣
ったKAO区か ら84株,土壌 を改 良 して生育の よ くなったKAIO区か ら89株,そ して生 育
の最 もよかった非火 山灰 土壌 のKU区か ら96菌株 をそれぞれ分離 した。 それ らの細'菌株
の形 態的,生 理 的諸 性 質 を調 べ た結果 を もとに これまで提唱 され た二,三 の鑑 別 ス
キームを若干修飾 した簡便 なグルー ピングスキー ムを作成 した。分 離 した168株のグラ
ム陰性菌 は,こ のスキ ー ムに従 ってgmuplからgroupvlIまで(Fig.3),またlo8株の グラ
ム陽性菌 は,groupPIからgroupPIVに類別 した(Fig.4)。
群別 した各 グル ープの細菌DNAのG+C含量 を測 定 した結 果 か ら次 の ような ことが明
らか となった(Fig,5)。すなわち,露 α」d)mona3属に類似 な性質 を も ってい た9fO叩1のほ
とん どの 菌株 のGC含:量は57.5-72。7mol%で,その想定 された属 に含 まれ た。 またGC含
量 の幅が広 い霞oupVは高いGC含量 と低 いGC含 量の2つ に分 かれた。GC含量が50%以
下 の菌株 は石1avoわ飾 αゴロmの一部 とqアfqp畑gaと推 定 され,X磁hob飾crと推 定 され た菌
株 はGC含量 が63-71%の範 囲 にあ っ た。gPDupHと910upmに類 別 した菌株 のGC含量 は
それぞれ想 定 され る属 の それ と一致 した。該 当す る菌株少 なか ったgroupIVとgroupVI
お よ びgmupVIIには 幅広 いGC含 量 と集 中 したGC含 量 の も の が あ った 。 一 方,
Co琢nefbrmgroupと推定 されたgroupPIの大部分 の菌株のGC含 量 は61-75%の範 囲 に集 中
したが,多 数の属 を含 む この9foupをよ り詳 し く分 ける ことは困難 であ った。 また,他
のグ ラム陽性細 菌,groupPHとgroupPHIおよびgroupPIVに類別 した菌株 のGC含量 はそ
れぞれの想 定 され た属 の含量 に符合 した。
以上の結 果 よ り,土 壌 細菌の群 別 に用 いた鑑別 スキ ームの分類学 的妥当性 とその限
界性 が明 らか になった。す なわ ち,P3θロd:)mona嘱と類別 した グルー プの菌株 のGC含
量 はこの属 の 数値 と一致 した。 ま た,GC含 量 の幅 が広 いgroupVはF7avob頒eゴロmや
C:γfqρ伽g2および)伽`hobaOferと想 定 され た属 にそ れぞ れ該 当 した。一 方,COfynefoml
groupに属 す る細 菌 は分 離 した菌株の 形態的,生 理的 な性質 とGC含量 の組 合 せ だけで
は属 レベル まで分 けるこ とが困難であ った。
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3-2小 麦の生育のちがい と根面細菌フロラ
生育 の異 な る小 麦根 面か ら分 離 した細 菌株 を用いて,そ れぞれの根 面での細菌 フ ロ
ラを比較 した(Fig.6)。全 体的 に見 れば,各 区か ら各グルー プに属 する菌株 が それ ぞれ
分離 されて い る。 そ して,Pgcロのmoη郎に類別 され る9foupIとC(躍ynefbm19fo叩と類 別
されるgroupPIは小 麦根 面 に生息す る細菌群 の優 占グルー プを形成 してい ることが明 ら
か にな った。 ま た,groupVおよびgroupHIに属す る菌株 は各 区か ら分 離 され たが,そ
の根面 で の優 占度 は区 に よって変 っ てい た。す なわち,9foupVの優 占度 はKU区 で2
位 であるが,KAOとKA10区で それぞれ3位 と4位 にな ってV・る。他 の優 占グルー プは
分 離 した菌株数 が少 ない ため,優 占度 を比 較する ことはで きなか った。
KAO区か ら分離 した84菌株 は8グループか ら成 ってい る。 この 中でgroupIに属す る菌
株 は全分 離株 の約50%占め,最 も優 占度が高 く,次 いでgroupPIは19%であった。 これ
に対 して,土 壌 を改 良 して生育の よ くな ったKAIO区か ら分離 した86菌株 は9グルー プ
に分 かれ た。groupIは全 分離株 の34%を占めてい るが,KAO区に比べ て その割合 は小
さい。 また,2番 目 に多 い霞oupPIは全 分 離株 の27%に当 り,KA区 よ り優 占度 は高 か
った。 こ の結果 は植 物 の生育が根面の細 菌 フロラに影 響 を与 え るこ とを示 してい る。
一方 ,最 もよい生 育がみ られ たKU区か ら分離 した96菌株 は9グルー プに分 かれ,そ の
36%がgroupPIで占め られ た。 また匹oupVは24%,groupIは17%であっ た。 このよ うな
結 果 か ら,小 麦根 面 で の細菌 フロラは生育状況 と土壌 条件 によ り変 わ るこ とが認 め ら
れ た。以 上 の結 果 よ り小麦根面 に多様 な細菌 グルー プが存在 してい る ことが 明 らか に
なっ た。 これ らの細菌 グループの種類 と分布 の割合 は それぞれの生 育 の違 い と環境 の
変化 に対 応 してい るといえ る。
第4章 小麦根面細菌の分類
細菌を同定する ことは微生物生態の研究にとって最も基本的問題の一つである。 し
か し,土壌細菌の分野 では多種多様な細菌が分離され,同 定不能 となる菌株の多い こ
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とが分類 上極めて大 きな困難.となっている。そこで,本 章では種段 階での小麦根面 フ
ロラを明 らか にする ために,分 離 されたグラム陰性細菌 を中心 に同定を行 った。 ま
た,この同定の過程 を通 じて用いる技法 と分類の関係 について考慮 すべきい くつかの
問題点を提示 した。
4-1グ ラム陰性細菌
分 離 した168菌株 は第3章 で類別 したグルー プ毎 に さらにAPI20NE同定 キ ッ トを用
いて種 の 同定 を行 なった。 また,そ の 同定結果 を化学 分類法 の一つ と して用 い られ て
い る キノ ン系 の違 い お よび第3章 で検 討 したDNA塩基 組成 と合 せ検討 した。そ の結
果,gfoupIに類別 した86菌株 は3属 の11種に同定 された(Table2)。この中の71菌株 は
P5θロdbmo螂の9種に同定 され た。 この以外 の8菌株 はXm飾qp弼1fa,そして7菌株 はσ
圃h囲f5と同定 され た。同定 したそれ ぞれ の種 のキノン系 とDNAのGC含量 はその大部
分 が これま での記載 と一致 した。 しか し,P.ve3fcμ1aおはQ-10およびGC含量65.8mo1%
を もつ と報 告 され ているが,こ こで 同定 され た32株の 内10株はQ-8をもってい た。 ま
た,Pch10fα励fcsはQ-9を持つ とされ てい るが,こ こではQ-8を持 つ菌 が同 じ種 に同定
され た。 また,小 麦根 面 に おけ るgroupI群の各 区 の種 構成 をみ る と,火 山灰 土壌 の
KAO区では8種,ま たKAIO区ではg種 であ る の に対 し,非 火 山灰土 壌 のKU区 おい て
は,5種 と前者 に比 して種がす くない ことが分 かった。 つ ぎに,小 麦 の生育 状況 との関
連 でみ ると(Fig.7),生育 の劣 るKAO区で は,そ れぞれの種 の菌 数 に大 きな違 いがな く
拮抗 して いるのに対 し,生 育が良 くな る と特定 の種 が優 占 してい る傾 向がみ られ る。
た とえば,subgmupI-a(P脳esゴαぜads)の分離 菌株数 はKA10区で30%,さらにK:U区で は
40%にも達 してい る。
GroupVに類別 され た42菌株 の大部 分 はAPIキッ トによ りF7aγobaααゴロ伍属 に同定 され
た。 しか し,キ ッ トに より同定 され た種 の中 にはキノ ン系 の種類 お よびGC含量 が共 に
一致 しないケ ース も多 々み られ
,APIキッ トのみで種 レベル での同 定 を行 な うには大
きな限界 のある ことも明 らかになった。 この ため,キ ノン系 の種類 によって9foupVを
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さ ら に4つ の サ ブグ ループに大別 した価ble3)。ま た,こ の グルー プの菌株 は各区 の
根面 にそれ ぞれ違 っ た分布 を していた(Fig.8)6すなわち,KAO区ではsubgroupMK・6に
集 中 し,KA10区はMK-6とQ-8に集中 し,ま たKU区で はMKI-6とQ-8およびMK-7が平均
的 に分 散 した。土壌 を改 良 して生 育の よ くな った小 麦根 面の細菌 は各サ ブグルー プ に
分散 す るような傾 向 にあ った(KA10区)。また,同 定 した群oupIHと他 のマイナーグル 一ー
プの一部 の菌株 はキノ ン系 とGC含量 の同定結 果 とが一致 した。
以 上 の 結 果 よ り,小 麦 根 面 に存 在 す る グ ラ ム 陰 性 細 菌 は廊錨dbmα盗 属 と
月avob鋤G霞.ロm属に す る ものが優 占 し,小 麦生育の状況 に応 じて根面細 菌 はそれぞれ
の属 の種 レベルで変 わった。 また,細 菌 同定 に用い たAPI20NEキッ トは土壌細 菌 を部
分 的 に種段 階で同定で きたが,問 題 のある部分 も存在 してい ることを明 らか に した。
4-2グ ラム陽性細 菌
グ ラム陽性細 菌 はgmupPIに群別 された75菌株 を中心 して細胞壁成分 の違い と形態 的
性質 の組合 せ に基 づい て,さ らに5つの サブ グルー プ に分 か れ た(Table4)。sub伊oup1
はm㏄o一 ジア ミノ ピメ リ ン酸(DAP)をもち,糖 組 成 に アラ ビー ノ スが存 在 しない の
で,8聯 伽 α面 ㎝ 属 に対 応す る と考 え られ た。そ して分 酷 した12菌株 は この属 に同定
された 。subgroup2はme3(》DAPをもち,糖L組成 に アラ ビーノス とガラ ク トースが あ
り,グ リコ リル試験が 陰性 であったので,σ αyneb襯αゴ㎜ と(逐aα6aα礪}こ 該当す る。
分離 した15菌株 は これ らの属 に同定 した。subgroup3はDAP異性体 を もたず,Cellulose
を分 解せず,形 態 的 にmd-oo㏄usサイ クル を示 し,ん 伽 δ鰯a属 と同定 した。分離 した
groupIの50%以上 の細菌株 はこの属 に属 した。subgroup4はDAPをもたず,rod・md形態
を示 し,M勧oδ雁 αゴ㎝ 属 で あ る と考 え られた。 それ に は2菌株 が該 当 した。 また,
subgroup5はLL-DAPをもつ ことが特徴 で ある。 これ には4菌株が該 当 してい る。
以 上 の結 果 より,小 麦根 面 よ り分離 され たグ ラ ム陽性 菌で はA励 の纏 礪 が優 占 し
ている こ とが明 らか に なっ た。 また,小 麦の生育 と細 菌 フロラの 間 には,は っ き り し
た対応 関係 は認 め られ なか った(Fig.9)。
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第5章 結語
本研究 は,従来,対 象 とする微生物の種類や,調査 する植物生育 の期間からみて,
狭い範囲 で行われて来 た植物根圏微生物に関する研究 に対 して,以 下の手法 を取 るこ
とにより,この分野における基礎的知見の蓄積を意図 して行われたものである。す な
わち,土壌 にできるだけ単純な処理 を施すことによって植物(小麦)の生育の違いを作
り出 し,多時点にわた りそこでの根面細菌 フロラと小 麦の生育 との 関係を明 らかにす
ることである。また,そ の際,多様 な種類の細菌が分離されるため に,土壌細菌 フロ
ラの研究 にとって常に困難 となってい る細菌種の同定 ・分類に関す る問題 も併せて検
討 した。その結果,以 下のことを明 らかした。
1)燐酸 の添加量を変 えることによって小麦の生育が変わった。それ ら小麦根面の細
菌数 について,種 々の培地により幾つかの機能群を中心 とした細菌群 に分けて追跡 し
た結果,と くに,小麦の生育との関係 を見い出すことはできなかった。 しか し,小麦
の生育量をインデックスにして,そ れ と各種細菌群の数 との相関を探 ると,正,ま た
は負の相関のある細菌群,相 関の認め られない細菌群に分かれた。
2)小 麦の生育量:と相 関の認め られない細菌群(全細菌 として とらえた もの)は,様々
な種 を含 む可能性があ り,これらを分離 して幾つかの大 まかな分類群 に群別 した。 そ
れらの中の二 ・三の群 は,小麦の生育の違いに応 じて規則性のある分布を示めした。
この ように,全細菌数 と生育量 とては関連性がみられなかった細菌 も,群別すること
によって関連が とらえられることか ら,群別の必要性が指摘 された。
3)群別 した細菌をさらに詳細 なレベ ルでとらえた場合の分布 の様 相を探るために,
種段階の同定を試みた。慣用の技法に よる同定の結果 を化学分類の手法 と対比 させた
ところ,同 一種 と同定 されたものには,分 類学的に異 なるものを含む ことが見い出 さ
れた。異 なるものをさらに細分 して小 麦の生育との関係 をみた結果,グ ラム陰性細菌
の主な種 は,小麦の生育の違いに対応 して分布 したが,グ ラム陽性細菌では,そ れが
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論 文 審 査 の 要 旨
植物根 圏の微生物 に関す る研究は,土 壌微生物生態学 の延長線上 と,植 物成 育にたいす る影響
との関連 とで とらえる二つの立場があろ う。 これ らのなか で,後 者 の立場 の研 究 は きわ め て多
く,例 えば,P・G・P・R・(PlantGrowthPromotingRhizobacterla)とい った名称 がでている程で あ
る。 それ に対 して,前 者の研究は大変少 ない。その原因は,ミ クロフロラの抽 出に労力 を要 し,
且つ方法に困難な問題を伴 うか らである。
この ような背景の下で,本 研究 では前者 の立場か ら,成 育状態の異なる小麦根面 の細菌 フロラ
について成育期間全般に亙 ってその内容 を明らかに した ものであ る。
第一 に,小 麦の成育量(地 上部 の長 さ,お よび乾燥重)を 指標 とした場合,種 々の細菌群の数
との 間 に 相 関性 が 捉 え られ,燐 酸 溶 解 菌 や セ ル ロ ー ズ 分 解 菌 とは 正 の 相 関,蛍 光 性
Pseudomonasとは負の相関,ま た,全 生菌や ア ンモニブ酸化菌 とは相 関が無 いな ど,そ の関係は
細菌群に よって異な ることを明らかに した。
第二に,小 麦 の成 育量 と相関のみ られなか った全生菌を分離 して,い くつかの細菌 グル ープに
群別す ると,そ れ らの数群は小麦の成育が良 くなるに したがって優 占度 を増す もの,逆 に低下す
るもの,と くに変化 しな いものな どの グループに分かれ た。 また,こ の群別 の過程で,こ れまで
土壌細 菌の群別 に用 いられ て来た スキ ームを,分 離 した細菌株 のDNAのG-C%を 分析す ること
に よって再検証 し,そ の分類的妥当性の有無 を確認 した。 その結果,グ ラム陰性細菌 のFlavoba-
cteriumを含 む と推定 された群 と,グ ラム陽性細菌 のcoryneformbacteriaを含む と推定 された群
の各一 グル ープに,か な り多様な細 菌がふ くまれ る ことを明らかに した。
第三 に,細 菌 フロ ラを属,ま た は種 の段階 で 明 らかに す るため に,グ ラ ム陰 性細 菌 をAPI
20NE同定 キ ッ ドに よ り,また,グ ラム陽性細菌 を細胞膜 の化学成分 の分析 を中心に同定 した。一
方,同 定 されたそれぞれの種 について,グ ラム陰性細 菌はキ ノンの型やDNAのG-C%を,グ
ラム陽性細菌はDNAのG-C%を 併せて検討 して,キ ッドに よ り同一種 と同定 された もののな
か に,異 種を含む ことを 明 らか に した。 また,小 麦 の成 育 の違 い との間 で,Pseudomonas属
やFlavobasterium属は 種 の レベ ル で 分 布 が 変 わ る が,Corynebacterium,Arthrobacter,
Brevibacterium,Microbacterlumなどの属は,ほ とん ど変わ らない ことを明 らかに した。
以上の結果 は,遺 伝子 の総体的具現であ る種の レベルで小麦根面 の細菌を明 らかにす ることに
よって,植 物根圏微生物生態 の重要な基礎的知 見の蓄積 を行 い,さ らに,根 面微 生物 フロラの コ
ン トロール といった応用的 な問題に対 して も,安 定 した コン トロールの条件の背景 となる情報 を
提供 す るといった こ とで,大 き く貢献する ものである と思われ,審 査員一同は博士(農 学)を 授
与するに値す るもの と判定 した。
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